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1. Εισαγωγή  
 
Ο προγεννητικός έλεγχος αναπτύχθηκε τα τελευταία 30 χρόνια και αποτελείται από 
μεθόδους screening με σκοπό να ανιχνεύσει εμβρυικές ανωμαλίες και συνεπώς να προσφέρει 
καλύτερη διαχείριση αυτών των εμβρύων ή επιλεκτική άμβλωση . 
 
Έγκυες γυναίκες με αυξημένο ρίσκο για χρωμοσωμικές ανωμαλίες όπως γυναίκες με 
αυξημένη μητρική ηλικία , παθολογικούς βιοχημικούς δείκτες όπως β-HCG , PAPP-A , ή 
παρουσία υπερηχογραφικών ανωμαλιών στο έμβρυο πρέπει να υποβάλλονται σε επεμβατικό 
προγεννητικό έλεγχο για ανίχνευση χρωμοσωμικών ανωμαλιών ή συγκεκριμένων γονιδιακών 
μεταλλάξεων . 
  
Το gold standard για την προγεννητική διάγνωση αυτών των χρωμοσωμικών 
ανωμαλιών είναι ο καρυοτυπική ανάλυση εμβρυικών κυττάρων που λαμβάνονται ύστερα από 
αμνιοπαρακέντηση ή λήψη χοριακής λάχνης . Δεδομένου όμως την ανάγκη για καλλιέργεια 
των κυττάρων αυτών κάτι τέτοιο συνεπάγεται περίπου μέσο όρο 14 ημέρες από τη λήψη του 
δείγματος μέχρι την ανακοίνωση του αποτελέσματος . Πάνω σε αυτό το μειονέκτημα του 
καρυότυπου, η επιστήμη στράφηκε στην ανεύρεση κάποιας άλλης μεθόδου -τεχνικής που να 
μην προαπαιτεί την καλλιέργεια εμβρυικών κυττάρων , συνεπώς να είναι σε θέση να δώσει με 
υψηλή ευαισθησία και ακρίβεια αποτελέσματα σε μικρότερο χρονικό διάστημα . 
 
Αρχικά, χρησιμοποιήθηκε η τεχνική FISH για την ταχεία ανίχνευση των πιο κοινών 
χρωμοσωμικών ανευπλοειδιών. Ενώ αργότερα τη θέση της κατέλαβε στην ταχεία 
προγεννητική διάγνωση η QF-PCR δεδομένου των πλεονεκτημάτων της έναντι της FISH . Με 
τη χρήση της QF-PCR είμαστε σε θέση να ανιχνεύσουμε τις πιο κοινές χρωμοσωμικές 
ανωμαλίες στα χρωμοσώματα 21, 13, 18, Χ και Υ μέσα σε χρονικό διάστημα ακόμα και 5 
ωρών από τη λήψη του δείγματος . Συνήθως, η ανακοίνωση των αποτελεσμάτων γίνεται σε 1 
με 2 εργάσιμες ημέρες προσφέροντας έτσι σημαντικό πλεονέκτημα στη διαχείρηση της κύησης 
.  
 
Επιπλέον, με την ευρεία χρήση της προεμφυτευτικής διάγνωσης τα τελευταία 20 χρόνια 
ζευγάρια που βρίσκονται σε κίνδυνο για γέννηση παιδιού με ασθένεια που οφείλεται σε  
μονογονιδιακή διαταραχή , Χ φυλοσύνδετο νόσημα ή γνωστή χρωμοσωμική ανωμαλία 
μπορούν να επωφεληθούν με σκοπό την αναγνώριση γενετικά φυσιολογικών παιδιών και να 
πετύχουν μια φυσιολογική γενετικά κύηση/ γέννηση . Κάτι τέτοιο , μπορεί να επιτευχθεί με 
βιοψία 1 ή 2 βλαστομεριδίων από το έμβρυο την ημέρα 3 μετά τη γονιμοποίηση και χρήση 
single cell PCR με σκοπό την αναγνώριση γενετικά φυσιολογικών εμβρύων για 
εμβρυομεταφορά και συνακόλουθη κύηση. Έμβρυα που φέρουν τη μονογονιδιακή διαταραχή , 
τη Χ φυλοσύνδετη ασθένεια ή κάποια χρωμοσωμική ανωμαλία δε μεταφέρονται στη μήτρα .  
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2 . Προγεννητικός έλεγχος 
 
 Ο προγεννητικός έλεγχος είναι μια σειρά από εξετάσεις που πραγματοποιούνται πριν 
και κατά τη διάρκεια της εγκυμοσύνης, προκειμένου να διασφαλιστεί η υγεία της 
μητέρας, του εμβρύου και η ασφαλής πορεία του φυσιολογικού τοκετού. Στόχος του 
προγεννητικού ελέγχου είναι να εντοπίσει τους παράγοντες εκείνους που δυνητικά μπορούν 
να προκαλέσουν επιπλοκές στην κύηση και τον τοκετό. Πραγματοποιείται τόσο στους 
μελλοντικούς γονείς όσο και στο έμβρυο και περιλαμβάνει τις εξής γενικές εξετάσεις: 
 
1. Αιματολογικές εξετάσεις 
Γενική Αίματος 
 Ομάδα  Ρέζους 
 Ηλεκτροφόρηση Αιμοσφαιρίνης 
 Αυστραλιανό αντιγόνο 
 Ερυθρά & CMV αντιγόνα (IgG & IgM) 
 RPR( μόνο σε άτομα που μπορεί να έχουν έρθει σε επαφή με σύφιλη) 
 Aντισώματα για Τοξόπλασμα 
 Σάκχαρο αίματος 
 Ουρία 
 Κρεατίνη  
 Τρανσαμινάσες 
 ΗIV 
2. Γενική εξέτασης ούρων 
 
3. Γυναικολογικές εξετάσεις 
 Τεστ Παπ 
  Καλλιέργεια κολπικών υγρών για ουρεόπλασμα, μυκόπλασμα και χλαμύδια 
 Διακολπική υπερηχογραφική μελέτη των γεννητικών οργάνων 
 Υπέρηχος μαστών όπου η ψηλάφηση το υπαγορεύει 
4. Υπερηχογραφήματα 
 Α τριμήνου (αυχενική διαφάνεια και PAP A) 
 B τριμήνου 
 Γ τριμήνου 
 Καρδιοτοκογραφία στο τρίτο τρίμηνο 
5. Διαγνωστικές μέθοδοι για χρωμοσωμικές ανωμαλίες 
 Τροφοβλάστη 
 Αμνιοπαρακέντηση 
6. Καμπύλη σακχάρεως 
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2.1.1 Προγεννητικός έλεγχος - 1ο τρίμηνο 
 
  Ο προγεννητικός έλεγχος κατά το πρώτο τρίμηνο της εγκυμοσύνης στοχεύει 
στον εντοπισμό τυχόν χρωμοσωμικών ανωμαλιών για το έμβρυο, όπως είναι η τρισωμία 
(τύπου 13, 18 και 21) και το σύνδρομο Down. Το υπερηχογράφημα με επικέντρωση κυρίως 
στη μέτρηση της αυχενικής διαφάνειας, η ηλικία της γυναίκας και τα επίπεδα των δεικτών 
PAPP-A και hCG στο αίμα της υποψήφιας μητέρας είναι τα στοιχεία εκείνα που βοηθούν 
στην ανίχνευση πάνω από το 90% εμβρύων με τρισωμία. 
 
2.1.2 Προγεννητικός έλεγχος - 2ο τρίμηνο 
 
Ο προγεννητικός έλεγχος κατά το δεύτερο τρίμηνο της εγκυμοσύνης περιλαμβάνει το 
triple test  ή το quadruple test και υπερηχογραφικά ευρήματα από το έμβρυο  
Το triple test περιλαμβάνει τους εξής βιοχημικούς δείκτες στον ορό της μητέρας : τη 
μέτρηση της ελεύθερης β- HCG , άλφα φετοπρωτεΐνης AFP  και της μη συνδεδεμένης 
οιστραδιόλης .Το quadruple test περιλαμβάνει τη μέτρηση των προαναφερθέντων δεικτών 
στο αίμα της μητέρας μαζί με την προσθήκη της ινχιμπίνης Α .   
 
Στο διάστημα αυτό υπάρχουν οι ιδανικές συνθήκες για την πραγματοποίηση 
υπερηχογραφήματος β΄ επιπέδου, το οποίο παρέχει σημαντικές πληροφορίες για την 
ανάπτυξη του εμβρύου, τον πλακούντα, τον ομφάλιο λώρο και την αιμάτωση της μήτρας. 
Είναι, επίσης, δυνατό να ανιχνευθεί αξιόλογος αριθμός εμβρύων με σύνδρομο Down που 
δεν ανιχνεύθηκαν στον έλεγχο του 1ου τριμήνου.  
 
 
 
 
 
Πίνακας 1. Σύγκριση του ποσοστού ανίχνευσης (ΠΑ) διαφορετικών μεθόδων διαλογής 
πληθυσμού για τρισωμία 21, για ψευδώς θετικά αποτελέσματα της τάξεως του 5%. 
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2.1.3 Ηλικία της μητέρας και ηλικία κύησης  
 
Όσο αυξάνει η μητρική ηλικία , αυξάνουν τα ποσοστά ανευπλεοειδίας και μειώνονται 
τα ποσοστά εμφύτευσης (Εικόνα 1). Ο κίνδυνος για πολλές από τις χρωμοσωμικές ανωμαλίες 
αυξάνει με την ηλικία της μητέρας (Εικόνα 2). Επιπλέον, επειδή τα έμβρυα με χρωμοσωμική 
ανωμαλία είναι πιο πιθανό να πεθάνουν ενδομητρίως, ο κίνδυνος ελαττώνεται με την ηλικία 
κύησης (Εικόνα 3). 
 
 
 
 
 
Εικόνα 2. Σχετικός κίνδυνος για χρωμοσωμικές ανωμαλίες με βάση τη μητρική 
ηλικία. 
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Εικόνα 3.  Σχετικός κίνδυνος για χρωμοσωμικές ανωμαλίες με βάση την ηλικία 
κύησης. Οι γραμμές αντιπροσωπεύουν το σχετικό κίνδυνο σε σχέση με αυτόν 
στις 10 εβδομάδες κύησης. 
 
 
Συνεπώς, έγκυες γυναίκες με αυξημένο υπολογιζόμενο κίνδυνο από ειδικούς 
αλγορίθμους να αποκτήσουν παιδί με χρωμοσωμική ανωμαλία πρέπει να υποβάλλονται σε 
προγεννητικό έλεγχο με σκοπό την προγεννητική διάγνωση .  
 
 
 
 
2.1.4 Προγεννητικός έλεγχος - είδη 
  
Ο προγεννητικός έλεγχος διακρίνεται:  
 
 στον επεμβατικό προγεννητικό έλεγχο   
• Λήψη τροφοβλάστης- CVS (11-14w) 
• Αμνιοπαρακέντηση (16-20w) 
• Κορδοκέντηση  
 
 Μη επεμβατική προγεννητικό έλεγχο 
• Εμβρυικά κύτταρα 
• Ελεύθερο εμβρυικό DNA (cffDNA ) /RNA 
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Αναλυτικότερα , η λήψη χοριακών λαχνών γίνεται από την 11η εβδομάδα της κύησης 
και αργότερα , γιατί όταν γινόταν σε μικρότερη εβδομάδα είχαν παρατηρηθεί αυξημένα 
ποσοστά βλαβών στα μέλη (άκρα) των νεογνών . Το πλεονέκτημα αυτής της επέμβασης είναι 
πως η διάγνωση γίνεται 4 περίπου βδομάδες νωρίτερα σε σχέση με την αμνιοπαρακέντηση 
οπότε και η διακοπή της κύησης  είναι ασφαλέστερη , σε περίπτωση παθολογικών 
αποτελεσμάτων .  
 
Η αμνιοπαρακέντηση θα πρέπει να γίνεται μετα την 16η εβδομάδα της κύησης . Μετά 
από την εβδομάδα αυτή υπάρχει αρκετή ποσότητα αμνιακού υγρού και επιπλέον , ο αμνιακός 
σάκος έχει κολλήσει στα τοιχώματα της μήτρας και κατά συνέπεια η πιθανότητα ρήξης του 
από την επέμβαση είναι μικρότερη .  
Εννοείται πως αν κριθεί απαραίτητο η επέμβαση μπορεί να γίνει σε οποιαδήποτε 
εβδομάδα της κύησης, μετα την 16η , αν και μετά την 24η εβδομάδα οι επιλογές μας είναι 
περιορισμένες μιας και στη χώρα μας απαγορεύεται μετά από την εβδομάδα αυτή η διακοπή 
της κύησης για οποιοδήποτε λόγο  .  
 
Η πιθανότητα αποβολής που υπάρχει τόσο με τη λήψη χοριακών λαχνών όσο και 
μετά την αμνιοπαρακέντηση είναι 1 % παραπάνω από την πιθανότητα αποβολής που υπάρχει 
σε άτομα που δεν υποβάλλονται στις επεμβατικές αυτές τεχνικές .Για το λόγο αυτό , ο 
κίνδυνος αυτός θα πρέπει να συνεκτιμάται και οι επεμβάσεις αυτές να γίνονται επί ενδείξεων 
και όχι ανεξέλεγκτα .  
 
 Σε ό,τι αφορά τα αποτελέσματα υπάρχει και για τις δύο επεμβατικές τεχνικές 
πιθανότητα 1/10000 ψευδώς αρνητικών αποτελεσμάτων . 
Η ποσότητα μωσαϊκισμού είναι για μεν τη λήψη λάχνης 1/100 και για την 
αμνιοπαρακέντηση 1/1000 .  
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3.  Καρυότυπος  
 
Ο καρυότυπος αποτελεί το Gold standard για την προγεννητική διάγνωση .  
 Η στάνταρ καρυοτυπική ανάλυση περιλαμβάνει τη μελέτη του αριθμού και της δομής και των 
23 ζευγών των χρωμωσωμάτων .  
 
Επομένως, είναι σε θέση να ανιχνεύσει αριθμητικές χρωμοσωματικές ανωμαλίες (και 
πολυπλοειδίες καθώς και δομικές χρωμοσωματικές ανωμαλίες όπως αναστροφέςς, μεταθέσεις, 
μικροδιπλασιασμοί, μικροελλείμματα, μικροενθέσεις στο έμβρυο με μεγάλη ακρίβεια. Οι πιο 
συχνές χρωμοσωμικές ανωμαλίες , η εμφάνιση των οποίων αυξάνεται σε συχνότητα και 
σχετίζεται με τη μητρική ηλικία και λάθη στο μη – διαχωρισμό των χρωμοσωμάτων , 
καταλήγουν είτε σε ένα επιπλέον αντίγραφο ή έλλειψη ενός χρωμοσώματος είτε σε όλα τα 
κύτταρα είτε σε ένα ποσοστό αυτών (μωσαϊκισμός) μπορούν εύκολα να ανιχνευτούν με 
καρυότυπο . 
 
Η ανάλυση του καρυότυπου πραγματοποιείται μετά από χρώση Giemsa των 
μεταφασικών χρωμοσωμάτων των εμβρυικών κυττάρων . Στη φάση αυτή τoυ κυτταρικού 
κύκλου τα χρωμοσώματα είναι στο βέλτιστο βαθμό συμπυκνωμένα και είναι ορατά ευκρινώς 
με τον οπτικό μικροσκόπιο .  
 
Προαπαιτείται όμως η καλλιέργεια των κυττάρων του εμβρύου για 2 εβδομάδες ( ή 
και περισσότερο ) πριν την ανάλυση .  
Επομένως, η διάρκεια αυτή της διαδικασίας είναι μέγαλο μειονέκτημα αυτής της τεχνικής . 
 
 
 
 
\ 
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4. Quantitative Fluorescent PCR  
 
Στις αρχές της δεκαετίας του 1990 ,η  FISH (fluorescence in situ hybridization) και 
αργότερα η QF-PCR , εισήχθηκαν στο πεδίο της προγεννητικής διάγνωσης για τις αυξημένου 
κινδύνoυ εγκυμοσύνες για να ξεπεράσουν το εμπόδιο που προέκυπτε από την ανάγκη για 
καλλιέργεια των κυττάρων .Τόσο η QF-PCR όσο και η FISH , δε χρειάζονται την καλλιέργεια 
κυττάρων για την πραγματοποίηση της διάγνωσης . Συνεπώς, ανήκουν στις τεχνικές που 
χρησιμοποιούνται για ταχεία προγεννητική διάγνωση των πιο κοινών ανευπλοειδιών  
 
Συγκεκριμένα, η QF-PCR χρησιμοποιείται για την ανίχνευση των πιο κοινών 
ανευπλοειδιών των χρωμοσωμάτων  21, 18, 13, Χ και Υ . Μπορεί να χρησιμοποιείται μόνο για 
την ανίχνευση των παραπάνω ανευπλοειδιών όμως αποτελούν το 80% των κλινικά σημαντικών 
χρωμοσωμικών ανωμαλιών που διαγιγνώσκονται στην προγεννητική περίοδο . 
 
Βασίζεται στην ενίσχυση ειδικών για κάθε χρωμόσωμα πολυμορφικών DNA 
αλληλουχιών –STRs δείκτες (short tandem repeats ) και με τη χρήση φθορίζοντων εκκινητών, 
επιτυγχάνεται η ενίσχυση των τμημάτων αυτών .Τα διάφορα προϊόντα που προκύπτουν μπορεί 
να γίνουν ορατά και να ποσοτικοποιηθούν σαν κορυφή ( peak areas) με τη χρήση αυτόματων 
DNA αναλυτών. Αμνιακό υγρό, τροφοβλαστικός ιστός , εμβρυικό αίμα , εμβρυικός ιστός από 
έμβρυα μετά από αποβολή ή επιλεκτική άμβλωση μπορούν να χρησιμοποιηθούν ως δείγματα 
για να εκτελέσουμε QF-PCR χρησιμοποιώντας παρόμοια πρωτόκολλα . 
 
Για κάθε STR δείκτη, η αναλογία που προκύπτει από το ύψος των παραγόμενων 
κορυφών (peak height)  αντιστοιχεί στην αναλογία των αλληλίων . 
 
 
 
 .  
 
 
 
 
Τα φυσιολογικά αλληλόμορφα έχουν ποσοστό 0,8-1,4 το ένα σε σχέση με το άλλο 
 ( Pertl 2001)  
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  Η τρισωμία χαρακτηρίζεται από ένα ποσοστό 1,8 και μεγαλύτερο της μιας κορυφής ως     
προς την άλλη ή 3 ισουψείς κορυφές .  
 
 
 
 
 
 
  
 
 
Σχηματική αναπαράσταση QF-PCR με χρήση υψηλά πολυμορφικών STR περιοχών 
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4.1 STRs δείκτες  
 
Τα STRs (short tandem repeats – σύντομες όμοιες επαναλήψεις ) είναι μικρές 
επαναλαμβανόμενες αλληλουχίες δύο ή περισσότερων νουκλεοτιδίων που βρίσκονται η μία 
δίπλα στην άλλη ( Sutherland and Richards, 1994 ) .Ένα STR μπορεί να κυμαίνεται σε μήκος 
από 2 εώς 6 ζεύγη βάσεων (bp) με πιο συχνή την περίπτωση των τετρανουκλεοτιδίων (για 
παράδειγμα (GATA) σε μια γενετική περιοχή ) και βρίσκεται συνήθως σε μη κωδική περιοχή 
δηλαδή εσώνιο .  
 
Πολυμορφισμοί στα STR συμβαίνουν όταν ομόλογοι STR τόποι διαφέρουν ως προς 
τον αριθμό των επαναλήψεων μεταξύ των ατόμων .  
  
 
STRs δείκτες – Χαρακτηριστικά  : 
 
• Ποικίλλουν στο μήκος  
• Ιδιαίτερα πολυμορφικά ( διαφορετικά στους περισσότερυος ανθρώπους ) 
• Ίδιος μήκος στον κάθε άνθρωπο κατά τη διάρκεια της ζωής του  
• Το κάθε αλληλόμορφο κληρονομείται στον άνθρωπο με κλασσικό Μεντελικό τρόπο 
(ισοεπικρατή ) κληρονόμησης  
• Οι περισσότεροι από εμάς είμαστε ετεροζυγώτες  
• Οι ομόζυγοι πιστεύεται ότι είναι το 5 % του πληθυσμού ( Perl et al., 1994 ) 
• Ιδανικά για να μελετάμε χρωμοσωμικές ανωμαλίες (Mansfield et al.,1993, Adinolfi et al., 
1995, Pertl et al.,1996 )  
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4.1.1 STRs για τα χρωμοσώματα 21,13,18 Χ και Υ 
 
Για κάθε χρωμόσωμα 21, 13, 18, Χ και Υ υπάρχουν ειδικοί STR δείκτες  .  
 
 
 
Εντοπισμός υψηλά πολυμορφικών περιοχών STR που συστήνονται από την GDB για 
την ανάλυση του χρωμοσώματος 21 . 
 
 
 
 
 
 
 
Εντοπισμός υψηλά πολυμορφικών περιοχών STR για την ανάλυση των χρωμοσωμάτων 
Χ και Υ .   
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4.1.2 Χρήση των STRs στην QF-PCR  
 
   Οι STR δείκτες που χρησιμοποιούμε έχουν διαφορετική ικανότητα να είναι 
πληροφοριακοί από πληθυσμό σε πληθυσμό . Επομένως , ο αριθμός και η επιλογή των δεικτών 
που απαιτούνται κάθε φορά για διάγνωση βασίζεται στην ετεροζυγωτία των δεικτών αυτών 
στο πληθυσμό που μελετάμε .  
 
Τουλάχιστον 2 δείκτες, οι οποίοι να είναι ετερόζυγοι χρειάζονται για το κάθε 
χρωμόσωμα για να βγει η διάγνωση . Συνεπώς, ιδανικά 3-4 STRs για κάθε χρωμόσωμα 
χρησιμοποιούνται για να μειώσουν τον αριθμό των μη πληροφοριακών αποτελεσμάτων σε 1-3 
Multiplex QF-PCR . Κάτι τέτοιο θα καταδείξει την ετεροζυγωτία των διάφορων STRs δεικτών 
που χρησιμοποιούνται για συγκεκριμένους γονιδιακούς τόπους κάτι το οποίο θα συνεπάγεται 
την αποτελεσματικότητα κατά τη διενέργεια συνδυασμών ενίσχυσης STRs με τη χρήση 
Μultiplex PCR . 
 
Κάθε εργαστήριο που χρησιμοποιεί QF-PCR θα πρέπει πρώτα να εκτελεί ένα 
ανεξάρτητο τεστ για να ελέγξει την εγκυρότητα των STRs  που χρησιμοποιεί .  
 
Σε περίπτωση που υποψιαζόμαστε μόλυνση από τα μητρικά κύτταρα , είναι δυνατό 
και πάλι να λάβουμε αποτέλεσμα ακριβείας συγκρίνοντας τα μητρικά STRs με αυτά που 
προέκυψαν από το έμβρυο . 
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Ταχεία προγεννητική διάγνωση αριθμητικών ανωμαλιών των 
χρωμοσωμάτων 13,18,21 με ανάλυση 2 πολυμορφικών STR περιοχών ανά 
χρωμόσωμα .Δείγμα 1, φυσιολογικό 
 
 
 
 
Ταχεία προγεννητική διάγνωση αριθμητικών ανωμαλιών των 
χρωμοσωμάτων 13,18,21 με ανάλυση 2 πολυμορφικών STR περιοχών ανά 
χρωμόσωμα .Δείγμα 2, τρισωμία 21.  
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Ταχεία προγεννητική διάγνωση αριθμητικών ανωμαλιών των 
χρωμοσωμάτων 13,18,21 με ανάλυση 2 πολυμορφικών STR περιοχών ανά 
χρωμόσωμα .Δείγμα 3, τρισωμία 18 . 
 
 
 
Σειρά 1 : Δείγμα με σύνδρομο Down 
Σειρά 2 : Δείγμα με σύνδρομο Patau  
Σειρά 3 : Δείγμα με σύνδρομο Edwards. 
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4.1.3 Χρήση των STRs για ανίχνευση φυλετικών ανευπλοειδιών 
 
 
 
 
Φυσιολογικό άρρεν άτομο:  
     2 κορυφές για το AMXY (ΑΜΧ και ΑΜΥ)  
                 1 κορυφή για το SRY , 1 κορυφή για όλους τους X-likned STRs  
                 1 κορυφή ή 2 με αναλογία 1:1 για το Χ22 STR δείκτη  
κοινός για Χ και Υ χρωμόσωμα . 
 
 
 
 
 
47,XYY :  2 κορυφές για το AMXY με αναλογία 1:2 (ΑΜΧ:ΑΜΥ)  
                  1  κορυφή για το SRY , 1 κορυφή για όλους τους X-likned STRs  
                  1 κορυφή ή 2 με αναλογία 1:2 (2:1) ή 3 κορυφές για το Χ22. 
 
 
  
 
 
47, ΧΧΥ :  2 κορυφές για το AMXY με αναλογία 2:1 (ΑΜΧ:ΑΜΥ)  
                  1 κορυφή για το SRY 
                  1 κορυφή ή 2 κορυφές με αναλογία 1:1 για όλους τους Χ-linked 
                  STRs  
1 κορυφή ή 2 κορυφές με αναλογία 1:2 (2:1) ή 3 κορυφές με      
αναλογία 1:1:1 για το Χ22 STR, ο οποίος είναι κοινός για το Χ 
και Υ χρωμόσωμα. 
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Φυσιολογικό θήλυ άτομο :  
1 κορυφή ή 2 κορυφές με αναλογία 1:1 για όλους τους Χ-linked STRs .  
 
   
 
   
 
 
 
 
 
45,ΧΟ : 1  κορυφή για κάθε Χ-linked STRs, X22 και AMXY  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
47, ΧΧΧ :  1 κορυφή για το AMXY (αντιστοιχεί μόνο στο ΑΜΧ)  
                   Καμία κορυφή για το SRY, 
                   1 κορυφή ή 2 κορυφές με αναλογία 2:1 ή 1:2 ή 3 κορυφές με    
αναλογία 1:1:1 για τους Χ-linked STRs 
                  1 κορυφή ή 2 κορυφές με αναλογία 1:2 (2:1) ή 3 κορυφές με 
αναλογία 1:1:1 για το Χ22 . 
 
 
 
 
Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
06/06/2020 00:27:42 EEST - 137.108.70.13
   
 
 22 
Το κύριο πρόβλημα της QF-PCR δημιουργείται όταν εξετάζουμε για 
φυλετικές αριθμητικές χρωμοσωμικές ανωμαλίες . Όταν συγκεκριμένοι STRs για το 
Χ χρωμόσωμα χρησιμοποιούνται κάποια δείγματα από φυσιολογικά θηλυκά άτομα 
46,ΧΧ εμφανίζουμε για όλους τους χρησιμοποιούμενες STRs δείκτες ομόζυγα QF-
PCR patterns , συνεπώς είναι δύσκολη η διάκριση από το σύνδρομο Turner 45, XO .  
 
O Cirigliano et al. (2002) πρότεινε την προσθήκη ενός αυτοσωμικού δείκτη 
παραδείγματος χάριν του D21S1411 σαν εσωτερικό κοντρόλ για την ποσοτικοποιήση 
του δείκτη ΗPRT του Χ χρωμοσώματος για να λύσει το πρόβλημα μιας και οι δύο 
αυτοί δείκτες παράγουν αλλήλια πάρα πολύ κοινού μεγέθους και εύκολα μπορούν να 
αναγνωριστούν χρησιμοποιώντας εκκινητές σημασμένους με διαφορετικές χρωστικές   
 
 
 
Είναι σημαντικό να τονιστεί ότι η παρουσία ενός έξτρα ή η απουσία ενός σήματος  ή 
μη φυσιολογική αναλογία σε έναν μόνο δείκτη σε μια κατά τα άλλα φυσιολογική Multiplex 
PCR δε συνεπάγεται απαραίτητα κάποιο artifact. Yπάρχει πιθανότητα να σχετίζεται με 
διπλασιασμό ή έλλειψη χρωμοσωμικού τμήματος , εκέι όπου ο δείκτης εντοπίζεται . Σε αυτήν 
την περίπτωση καλό θα ήταν να τσεκάρουμε το ίδιο σήμα αν ανιχνεύεται στο DNA των γονιών 
λαμβάνοντας δείγμα αίματος από τους γονείς και εκτελώντας QF- PCR με τους ίδιους STR 
δείκτες.  Περαιτέρω ανάλυση την υποψιαζόμενης έλλειψης ή προσθήκης με καρυότυπο 
επιβάλλεται γιατί μπορεί να αποτελεί  έναν αθώο πολυμορφισμό μπορεί όμως να σχετίζεται και 
με  ψυχική ή / και διανοητική καθυστέρηση .  
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4.2  Προγεννητικός έλεγχος με Quantitative Fluoresence-PCR 
 
Συνοπτικά , η διαδικασία του προγεννητικού ελέγχου με χρήση QF-PCR 
περιλαμβάνει τα εξής βήματα : 
 
• Απομόνωση γενετικού υλικού από CVS ή AF 
• 4 δείκτες STR για κάθε χρωμόσωμα : 21,13,18 
• 8 δείκτες STR για τον προσδιορισμό των ανευπλοειδιών στα φυλετικά χρωμοσώματα 
• Συνδυασμός των δεικτών με 3 Multiplex PCR 
• Ανάλυση DNA και αποτέλεσμα σε 5 ώρες  
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4.2.1 Ευαισθησία της μεθόδου QF-PCR 
 
Ύστερα από πολυάριθμες μελέτες και ανασκοπήσεις (παρατίθενται παρακάτω) η  
ευαισθησία της μεθόδου για τις κοινές ανευπολοειδίες χωρίς μωσαϊκισμό είναι υψηλή –μέσος 
όρος 99,3%- και 100% σε κέντρα με μεγάλη εμπειρία . 
(Cirigliano et al., 2004, 2006, Ogilvie et al., 2005) . 
Λίγες φυλετικές χρωμοσωμικές ανωμαλίες δεν ανιχνεύτηκαν (ψευδώς αρνητικά 
απότελέσματα) τα πρώτα χρόνια εφαρμογής της μεθόδου αλλά με την εισαγωγή περισσότερων 
STRs για κάθε χρωμόσωμα μετά το 2001 νέες περιπτώσεις δε σημειώθηκαν. Ψευδώς θετικά 
απότελέσματα : δε σημειώθηκαν με το 2004 .  
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4.2.2 Πλεονεκτήματα της QF-PCR  
 
Στα πλεονεκτήματα της μεθόδου περιλαμβάνονται τα ακόλουθα : 
 
 Μικρότερη απαιτούμενη αρχική ποσότητα εμβρυικού υλικού  ( CVS ή AF) συνήθως για 
αμνιακό υγρό απαιτούνται 0,5-1 ml. 
 
 Η QF-PCR ενισχύει DNA από κύτταρα επομένως δε χρειάζεται το κύτταρο να είναι 
ζωντανό ή άθικτο .Επομένως , αυτό επιτρέπει στην τεχνική αυτή να μπορεί να χρησιμοποιηθεί 
σε δείγματα που λαμβάνονται πολύ νωρίς κατά την κύηση 12 εβδομάδες της κύησης  ή και 
πολύ αργότερα (34 εβδομάδες ) , χωρίς αυτό να επηρεάζει την αξιοπιστία της μεθόδου αυτής. 
Επίσης , έχουν αναφερθεί στη βιβλιογραφία περιπτώσεις που απέτυχε η καλλιέργεια κυττάρων 
για δημιουργία καρυότυπου για παράδειγμα είτε λόγω προχωρημένης ηλικίας κύησης (32 
εβδομάδες) όπου τα περισσότερα κύτταρα ήταν εκφυλισμένα είτε λόγω αυξημένης 
επιμόλυνσης των εμβρυικών κυττάρων με μητρικό αίμα αποτυχια σχηματισμού αποικιών .  
 
 Πιο οικονομική και αυτοματοποιημένη μέθοδος με ταυτόχρονη επεξεργασία μεγάλων 
αριθμών δειγμάτων .συγκριτικά με τη FISH και τον καρυότυπο (Hulten et al., 2003, El 
Mouatassim et al., 2004, Shaffer and Bui, 2007)  
 
 Είναι γρήγορη μέθοδος αφού δίνει αποτέλεσμα – διάγνωση σε 24- 48 ώρες. Συγκεκριμένα, 
παρέχει γρήγορα και με ακρίβεια διάγνωση μέσω ανίχνευσης των κύριων αριθμητικών 
χρωμοσωμικών ανωμαλιών , ειδικά σε ένα έμβρυο που από τα υπερηχογραφικά ευρήματα και 
το βιοχημικό έλεγχο στα πλαίσια του προγεννητικού ελέγχου υποψιαζόμαστε χρωμοσωμική 
ανωμαλία 
 
 Επομένως, είτε μειώνει την ανησυχία του ζευγαριού μέσω αποκλεισμού αριθμητικών 
χρωμοσωμικών ανωμαλιών στο έμβρυο είτε σε περίπτωση ξεκάθαρης ανίχνευσης 
χρωμοσωμικής ανωμαλίας  δίνει στις οικογένειες τη δυνατότητα να αποφασίσουν για διακοπή 
της κύησης σε πρωιμότερο στάδιο . 
 
 Δυνατότητα ταυτοποίησης μονοζυγωτικών και διζυγωτικών εμβρύων 
 
 Δυνατότητα επέκτασης της μεθόδου με ενσωμάτωση πολλών 
πληροφοριακών δεικτών STR ανά χρωμόσωμα 
 
 Δυνατότητα παραλλήλου ελέγχου φορείας σε συχνά μονογονιδιακά νοσήματα  
πχ μετάλλαξη ΔF508 στο γονίδιο CFTR για έλεγχο κυστικής ίνωσης . 
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4.2.3 Τεχνικοί περιορισμοί της μεθόδου – μειονεκτήματα της μεθόδου 
 
Η παρουσία στο δείγμα που λαμβάνεται κατά την αμνιοπαρακέντηση μακροσκοπικής 
επιμόλυνσης με μητρικό αίμα αποκλείει την amniο- PCR. Εντούτοις , η ευρεία χρήση της 
υπερηχογραφικής καθοδήγησης σε πραγματικό χρόνο της αμνιοπαρακέντησης είναι πιθανό να 
καταστήσει τη μόλυνση των δειγμάτων με μητρικό αίμα λιγότερο συχνή .   
 
Επιπλέον, με τη χρήση της QF-PCR για προγεννητικό έλεγχο έχουμε απώλεια 
πληροφοριακότητας σε 0.3% του συνόλου των παθολογικών δειγμάτων που αφορούν : 
 Μωσαϊκά 
  Άλλες αριθμητικές χρωμοσωματικές ανωμαλίες (και πολυπλοειδίες  
 Δομικές χρωμοσωματικές ανωμαλίες (αναστροφέςς, μεταθέσεις, μικροδιπλασιασμοί, 
μικροελλείμματα, μικροενθέσεις. Υπάρχει η δυνατότητα μείωσης του παραπάνω 
ποσοστού σε 0,19 % αν συμπεριληφθούν περισσότεροι οληροφοριακοί δείκτες STR για 
το χρωμόσωμα Χ για τη διάγνωση του συνδρόμου Τurner . 
 
Ακόμη , να αναφερθεί ότι για την εκτέλεση της μεθόδου αυτής απαιτείται εξοπλισμός 
υψηλού κόστους και εξειδικευμένο προσωπικό .  
 
 
 
4.3 Συμπεράσματα 
 
Είναι εφικτή λοιπόν  η ταχεία προγεννητική διάγνωση των πιο κοινών  τρισωμιών 
21,18,13 και των φυλετικών ανωμαλιών με τη χρήση του QF-PCR . Είναι μια αξιόπιστη και με 
υψηλή ακρίβεια τεχνική που βοηθάει στη διαχείριση της κύησης  και μειώνει το άγχος και την 
ανησυχία των ζευγαριών μέχρι τα αποτελέσματα από τον καρυότυπο  . 
.  
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5.  Προεμφυτευτική Γενετική Διάγνωση –PGD  
 
Πρωτοεφαρμόστηκε το 1989 σε ζευγάρι που βρίσκονταν σε κίνδυνο για μετάδοση  
φυλοσύνδετου νοσήματος στους απογόνους του με χρήση single cell PCR  (Handyside et al 
1990) .Συνδυάζει τις εξελίξεις στη μοριακή γενετική και στην τεχνολογία της υποβοηθούμενης 
αναπαραγωγής  .  
 
Τα τελευταία 20 χρόνια , η προεμφυτευτική γενετική διάγνωση πραγματοποιείται 
κατόπιν βιοψίας ενός ή δύο βλαστομεριδιών την 3η μέρα μετά τη γονιμοποίηση (cleavage stage 
) με χρήση  single cell PCR ή FISH . Η προεμφυτευτική γενετική διάγνωση χρησιμοποιείται σε 
ζευγάρια που βρίσκονται σε κίνδυνο για συγκεκριμένη για να μεταδώσουν στους απογόνους 
τους συγκεκριμένη κληρονομική διαταραχή πχ κυστική ίνωση . Οι αναπαραγωγικές επιλογές 
αυτών των ζευγαριών είναι ή να μείνουν άτεκνοι , να υιοθετήσουν , να χρησιμοποιήσουν 
δωρεά γαμετών , να μην υποβληθούν σε κανέναν προγεννητικό έλεγχο ,ή να υποβληθούν σε 
προεμφυτευτική διάγνωση ή / και προγεννητικό έλεγχο .  
 
Τα ζευγάρια που υποβάλλονται σε προεμφυτευτική γενετική διάγνωση έχουν ήδη 
διαγνωστεί με τη συγκεκριμένη κληρονομική διαταραχή είτε απόκτησης παιδιού που φέρει την 
ασθένεια είτε έχοντας γνωστό οικογενειακό ιστορικό είτε εμφανίζοντας οι ίδιοι την ασθένεια .  
Τα περισσότερα ζευγάρια είναι γόνιμα και συχνά έχουν προηγουμένως υποβληθεί σε 
προγεννητικό έλεγχο και τερματισμό την εγκυμοσύνης εμβρύου που έφερε την ασθένεια .  
 
Η προγεννητική προεμφυτευτική διάγνωση δεν είναι εύκολη επιλογή αφού χρειάζεται 
χρόνος και να καθορίσει την εγκυρότητα του συγκεκριμένου τεστ για κάθε ζευγάρι . το ζευγάρι 
πρέπει να υποβληθεί σε εξωσωματική γονιμοποιήση με ότι αυτό συνεπάγεται και  τα ποσοστά 
επιτυχίας της IVF  είναι συγκριτικά με τη συμβατική IVF παρόμοια . Επιπλέον , όπως έχει 
καταγραφεί στο ESHRE PGD Consortium data υπάρχουν περιπτώσεις όπου μετά την PGD όλα 
έμβρυα από αυτά που προέκυψαν με την IVF έφεραν όλα την ασθένεια όποτε δεν 
ακολούθουσε όπως είναι φυσικό εμβρυομεταφορά . (Harper et al. 2010 a)    
 
Ovarian 
Stimulation Blastomere Biopsy on Day 3
Genetic 
Analysis
Transfer of 
Unaffected 
Embryo
Outcome
Chromosomally Normal Baby
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5.1 Single Cell PCR  
 
 H single cell PCR είναι PCR με DNA που προκύπτει από ένα και μόνο κύτταρο.  
Αυτού του είδους PCR είναι ιδιαίτερα χρήσιμη στην προεμφυτευτική διάγνωση που δεν 
έχουμε τη δυνατότητα να έχουμε στη διάθεση μας περισσότερο γενετικό υλικό . 
  
Βασίζεται στην ενίσχυση συγκεκριμένου DNA θραύσματος  που περιέχει τη 
μετάλλαξη που προκαλεί την ασθένεια και ανίχνευση αυτής .  
 
Ο αριθμός των ασθενειών που διαγιγνώσκονται μέσω PGD-PCR είναι πάνω από 200 
και περιλαμβάνουν και κληρονομικούς καρκίνους όπως το ρετινοβάστωμα, ανίχνευση του 
ΒRACA2 γονιδίου . Πρόσφατα έχει χρησιμοποιηθεί και για HLA matching (Verlinsky et al., 
2001)  
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5.1.1 Ειδική προετοιμασία   
 
Απαιτείται ειδική προετοιμασία για τη διενέργεια αυτού του είδους PCR και περιλαμβάνει τα 
ακόλουθα βήματα :  
 
• Προσομοιάζουμε την εξέταση με δείγμα από τον κάθε γονιό  
 
• Κύτταρα από το σίελο των γονιών - DNA  
 
• Ειδική μελέτη για την κάθε μετάλλαξη  
 
• Τουλάχιστον 2 δείκτες  πληροφοριακοί για το γονίδιο που μελετάμε 
 
• Συνδυασμός των δεικτών σε Multiplex PCR 
 
• Δοκιμή πρωτοκόλλου σε κύτταρα από σίελο των γονιών  
 
• Αφού όλα είναι δοκιμασμένα σε 50 τουλάχιστον μονά κύτταρα δίνεται η 
δυνατότητα στους γονείς να ξεκινήσουν την εξωσωματική γονιμοποίηση .  
 
• Απαιτείται η επιβεβαίωση του πρωτοκόλλου σε 50 κύτταρα για να ελέγξουμε 
την αξιοπιστία του πρωτοκόλλου που θα χρησιμοποιήσουμε .  
 
5.1.2 Ειδικός εξοπλισμός  
 
Για την εκτέλεση της single cell PCR απαιτείται ειδικός εξοπλισμός όπως :  
 
 Συγκεκριμένος PCR  κυκλοποιητής . Το PCR τρέχει σε ξεχωριστό 
κυκλοποιητή από τα κοινά για αποφυγή επιμόλυνσης  
 
 Μικροσκόπιο για απομόνωση κυττάρου 
 
 Ξεχωριστό Single cell PCR room ελεγχόμενης πρόσβασης και αποστειρωμένο 
όπου γίνεται η λήψη του κυττάρου και η διάσπαση του. Επίσης, ετοιμάζεται η 
αντίδραση PCR κάτω από το Hood  και τα προϊόντα της PCR ανοίγονται και 
ετοιμάζονται για να μπουν στο γενετικό αναλυτή . 
 
 Ειδικές πιπέτες και ξεχωριστά αναλώσιμα  . Συγκεκριμένα, χρησιμοποιούνται 
ξεχωριστές πιπέτες που αποστειρώνονται με UV ακτινοβολία καθημερινά .και 
ξεχωριστά ρύγχη με φίλτρο που ανοίγονται μόνο κάτω από το hood . 
 
 Γάντια, ποδιές, κάλυμμα για τα μαλλιά και τα παπούτσια  
 
 Γενετικός αναλυτής  
 
 
 
 
Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
06/06/2020 00:27:42 EEST - 137.108.70.13
   
 
 31 
5.1.3 Διαδικασία της single cell PCR  
 
 
Η διαδικασία της single cell PCR περιλαμβάνει : 
 
 
 
1. Το tubing  
 
Tubing λέγεται η διαδικασία που ακολουθούμε για να βάλουμε τα βλαστομερίδια που 
μας δίνει ο εμβρυολόγος σε σωλήνες και να ξεκινήσουμε την PGD  
 
Χρησιμοποιούμε ένα dissociation buffer για το ξέπλυμα των κυττάρων που περιέχει 
διάφορα άλατα : NaCl , KCl, NaH2PO4, glucose,  EDTA, NaHCO3 , Phenol Red  που 
αποστειρώνονται πρώτα και μετά προστίθεται 4% BSA . 
Τα  κύτταρα  αυτά έπειτα μπαίνουν στους -80 ο C για μία ώρα και μετά γίνεται το PCR . 
 
 
 
2. Tη λύση του κυττάρου  
 
Αλκαλικό : DTT + 1M KOH ή ΝaOH + H20 βάζουμε 2.5 μ L 
Σε καθένα από τα σωληνάρια που θα μπει το κύτταρο  
  
Πρωτεινάση lysis και SDS βάζουμε 2.5 μ L σε καθένα από τα σωληνάρια που θα μπει το 
κύτταρο . 
 
 Η ενεργοποιήση της λύσης επιτυγχάνεται  σε μία ώρα στους 37 ΟC και απενεργοποίηση με 15 
λεπτά στους 99 ΟC . 
 
 
 
 
3. Τη χρήση θετικών και αρνητικών κοντρόλ  
 
Ως αρνητικά κοντρόλ μπορούν να χρησιμοποιηθούν : 
o lysis buffer  
o Λάδι και αντιδραστήρια PCR χωρίς DNA αλλά με νερό . 
o Αρνητικά  από το tubing  
 
 
Ως θετικά κοντρόλ μπορούν να χρησιμοποιηθούν :  
 Για τις αυτοσωμικά επικρατείς ασθένειες , το κοντρόλ θα περιλαμβάνει DNA από άτομο 
που φέρει την ασθένεια όπως επίσης και DNA από φυσιολογικό άτομο .  
 Για τις αυτοσωμικά  υπολειπόμενες ασθένειες, το κοντρόλ θα περιλαμβάνει DNA από 
άτομο που πάσχει και από άτομο που είναι φορέας για τη συγκεκριμένη ασθένεια . 
 Για όλες τις ασθενείς , το κοντρόλ θα πρέπει να περιλαμβάνει DNA από τους γονείς για 
να αξιολογήσουμε του συνδεδεμένους δείκτες .  
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4 .Θερμικός κυκλοποιητής  
 
Απαιτούνται συνήθως  40-50 κύκλοι . Η διαδικασία περιλαμβάνει την  αρχική 
αποδιάταξη ~10 λεπτά και ενεργοποιήση της πολυμεράσης. Ακολουθεί η κλασσική 
αποδιάταξη ~ 1 λεπτό ανάλογα με το μήκος του προϊόντος με σύνδεση των εκκινητών σε 
θερμοκρασία ανάλογη με τη σύνθεση των εκκινητών που χρησιμοποιούνται . Έπειτα 
λαμβάνει χώρα η επιμήκυνση των εκκινητών ~ 2,5 λεπτά και τελική επιμήκυνση ~10 λεπτά . 
 
 
 
 
5. Ανάλυση προϊόντων  
 
Η ανάλυση των προϊόντων  πραγματοποιείται από γενετικό αναλυτή .Απαραίτητη 
κρίνεται η χρήση της QF-PCR και Multiplex PCR γιατί είναι πολύ λίγο το προϊόν για να 
αναλύσουμε όλους τους απαραίτητους δείκτες .  
 
 
 
 
6. Ανίχνευση ασθένειας  
Η μονογονιδιακή ασθένεια και δείκτες για τρισωμία 21, 18, 13, Χ και Υ . 
  
 
 
 
 
 
 
 
5.1.4 Single Cell PCR – Πλεονεκτήματα  
 
Πρόκειται για μια ιδιαίτερη ευαίσθητη μέθοδο όπου καταφέρνουμε από ένα μόλις 
κύτταρο να πολλαπλασιάσουμε ένα τμήμα DNA ή περισσότερα μέσω multiplex ώστε να 
μπορεί να αναλυθεί αργότερα . Ακολουθεί ειδικά πρωτόκολλα προσαρμοσμένα για κάθε 
ζευγάρι με σκοπό την ανίχνευση της γενετικής ασθένειας που φέρει . 
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5.1.5   Single Cell PCR - Μειονεκτήματα  
 
Επειδή δουλεύουμε σε επίπεδο DNA ενός κυττάρου χρειάζεται ειδικός εξοπλισμός 
για την πραγματοποίηση του και πρέπει να δύναται όπως είναι φυσικό ιδιαίτερη έμφαση στη 
λεπτομέρεια .  
 
Δύο είναι τα κύρια προβλήματα που συνδέονται με τη χρήση του single cell PCR: 
 
Επιμόλυνση  
  Για τη διάγνωση της επιμόλυνσης γίνεται παράλληλα πολλαπλασισμός ενός 
ιδιαίτερα πολυμορφικού δείκτη STR .  
 Σ ε περίπτωση παρουσίας 2 αλληλίων από τον έναν γονιό κάτι το οποίο αποτελεί 
ένδειξη επιμόλυνσης ή τρισωμίας τα έμβρυα θα πρέπει να απορρίπονται . 
 Στρατηγικές για τη μειώση της μητρικής ή πατρικής επιμόλυνσης του 
βλαστομεριδίου που χρησιμοποιείται είναι η απογύμνωση  του ωοκυττάρου από τα 
cumulus cells (Fragouli 2007) καθώς και η χρήση της ICSI . 
 
  
Allele drop out – ADO φαινόμενο  
 
Είναι το φαινόμενο όταν ένα από τα δύο αλληλόμορφα δεν πολλαπλασιάζεται  (Ray 
et al., 1996) .Συμβαίνει στο  2-20 % στο single cell PCR και μπορεί να οδηγήσει σε λάθος 
διάγνωση . Για την αντιμετώπιση αυτού του φαινομένου χρησιμοποιούμε  
ενισχυμένα πρωτόκολλα και QF- PCR . Επίσης , η  ταυτόχρονη ενίσχυση ενός ή περισσότερων 
πολυμορφικών δεικτών που βρίσκονται στο ίδιο χρωμόσωμα και κοντά με το γονίδιο που φέρει 
τη μετάλλαξη μέσω Multiplex PCR  βοηθάει στην καλύτερη διάγνωση (Kuliev et al, 1998, 
Abou-Sleiman et al., 2002) .  
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5.1.6 Παράδειγμα εφαρμογής single cell PCR  
 
Μυτοτονική Δυστροφία  
 
Η μυοτονική δυστροφία εμφανίζεται με δύο τύπους (ΜΔ1,ΜΔ2) και είναι η πιο 
συχνή μυϊκή δυστροφία στους ενήλικες με συχνότητα <1:10.000. Κληρονομείται με 
επικρατή τύπο (κληρονομείται από τον ένα γονέα). Είναι ένα πολυσυστηματικό νόσημα 
προκαλεί μυϊκή αδυναμία και επηρεάζει το κεντρικό νευρικό σύστημα, τη καρδιά, τα μάτια 
(καταρράκτη) και τους ενδοκρινείς αδένες. Στη μορφή ΜΔ2 ή εγγύς μυοτονική 
δυστροφία  προσβάλλονται αντίθετα με τη μυοτονική δυστροφία τύπου 1, κυρίως οι μυς του 
κορμού. 
Η μυοτονική δυστροφία (ΜΔ) επιβεβαιώνεται με ανάλυση DNA και την ανίχνευση 
επέκτασης του τρινουκλεοτιδίου CTG στην 3΄ αμετάφραστη περιοχή του γονιδίου DMPK 
(Dystrophic Myelin Proteinase kinase).Πολλαπλές επαναλήψεις τριπλέτας GTC στο γονίδιο 
της μυοτονίνης 5-15 επαναλήψεις θεωρούνται φυσιολογικές ενώ περισσότερες από 50 
συνεπάγονται ασθένεια . Έχει αποδειχτεί σχέση μεταξύ τους μήκους των επαναλήψεων της 
τριπλέτας GTC και της σοβαρότητας και της ηλικίας έναρξης της μυοτονικής δυστροφίας ..  
Από τις δύο μορφές η μορφή MD1 εμφανίζει επίσπευση δηλαδή σε κάθε γενιά μπορεί να 
εμφανιστεί η νόσος νωρίτερα και σε βαρύτερη μορφή οπότε είναι σημαντικός ο ρόλος του 
προγεννητικού ελέγχου ενώ στη ΜD2 η νόσος φαίνεται να έχει σταθερή εικόνα ανάμεσα στα 
μέλη των οικογενειών που νοσούν. 
Ο γονιός που έχει μυοτονική δυστροφία εμφανίζει μόνο μια κορυφή αφού η άλλη 
λόγω του αριθμού των επαναλήψεων δεν πολλαπλασιάζεται 
 
 
 
Το αλληλόμορφο που ακολουθεί τη μετάλλαξη βρίσκεται με τη βοήθεια δείγματος συγγνενή 
ή πρoηγούμενου CVS 
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5.1.7 Συμπεράσματα   
 
Η προεμφυτευτική γενετική διάγνωση πραγματοποιείται κυρίως ύστερα από ICSI την 
3
η
 ημέρα μετά τη γονιμοποίηση (cleavage stage ) με τη βιοψία ενός βλαστομεριδίου και 
γενετική ανάλυση με χρήση single cell PCR .  Για κάθε ασθένεια που μελετάμε και κάθε 
ζευγάρι υπάρχει ειδικό πρωτόκολλο ανίχνευσης . Ανιχνεύει μεγάλη ακρίβεια και ευαισθησία 
μονογονιδιακές διαταραχές , Χ- φυλοσύνδετες ασθένειες και χρωμοσωμικές ανευπλεοειδίες  
δίνοντας στα ζευγάρια που υποβάλλονται σε PGD την δυνατότητα για απόκτηση παιδιού που 
δε κληρονόμησε την εν λόγω ασθένεια . Επιπλέον , η PGD τα τελευταία χρόνια έχει 
εφαρμοστεί και για έλεγχο ιστοσυμβατότητας σε ζευγάρια που ήδη έχουν αποκτήσει παιδί που 
πάσχει από β – μεσογειακή αναιμία με σκοπό τη γέννηση υγιούς παιδιού συμβατού δότη για 
μεταμόσχευση αιμοποιητικών κυττάρων . Η χρήση της προεμφυτευτικής γενετικής διάγνωσης 
για έλεγχο ανευπλοειδιών σε υπογόνιμα ζευγάρια με αυξημένη μητρική ηλικία , 
επαναλαμβανόμενες αποβολές , επαναλαμβανόμενη αποτυχία εμφύτευσης δε φαίνεται να 
βελτιώνει τα ποσοστά κύησης και εμφύτευσης . Οι έρευνες στρέφονται κυρίως στη χρήση 
περισσότερων κυττάρων όπως σε επίπεδο βλαστοκύστης που εμφανίζει και μικρότερα 
ποσοστά μωσαϊκισμού  με χρήση ακόμα νεότερων τεχνικών, κρυοσυντήρηση του εμβρύου  και 
εμφύτευση σε επόμενο κύκλο .  Νέες τεχνικές που χρησιμοποιούνται είναι ο μοριακός 
καρυότυπος , η single nucleotide polymorphism array (SNP-array ) , η Real- time PCR ,           
η Q-PCR και η Next-Generation sequencing (NGS) . Συμπερασματικά , η προγεννητική 
διάγνωση ενός εμβρύου είναι υψίστης σημασίας διαδικασία αφού δύναται να επηρεάσει όχι 
μόνο το άτομο που νοσεί αλλά και την οικογένεια του 
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